AUTONOMIE IN DER HODENENTWICKLUNG 583 


N° 29. E. Hadorn, P. Remensberger und H. Tobler, 
Zürich. — Autonomie ın der Hodenentwicklung und 
Dissoziation von Chemogenese und Histogenese be 
Drosophila melanogaster.* (Mit 3 Textabbildungen.) 


Zoologisch-vergl. anatomisches Institut der Universität Zürich. 


1. DIE AUTONOMIE DER SPERMATOGENESE 


a) Zum Spermatogeneseverlauf in situ. Die Keimzellen erreichen 
bei dem von uns verwendeten Sevelen-Wildstamm in annähernd 
verpuppungsreifen Larven mit 96 h nach Eiablage (bei 25° C und 
unter reichlichem Nahrungsangebot) das prämeiotische Stadium 
mit voll ausgewachsenen Spermatocyten 1. Ordnung. Diese Auxo- 
cyten liegen in Gruppen von je sechzehn Zellen vereinigt innerhalb 
von Cysten (Abb. 1a). Die ersten Meiosestadien (Abb. 1b) treten 
18—20 h nach der Pupariumbildung auf. Wenige Stunden später 
finden wir in zahlreichen Cysten sich differenzierende Spermatiden. 
Die ersten reifen Spermien werden in einzelnen Individuen schon 
24 h nach der Pupariumbildung festgestellt. Mit 30 h ist ein solches 
Endstadium in allen Hoden erreicht. 


b) Das Problem. Die nachfolgenden Versuchsanordnungen 
sollen zunächst zeigen, ob und in welchem Ausmasse der Vorgang 
der Spermatogenese vom humoralen und nutritiven Milieu des 
Vorpuppen- und Puppenstadiums abhängig ist. 


c) Entwicklung in abgeschniirten larvalen Hinterhälften. Mit 
einem feinen Kinderhaar wird in Larven des 3. Stadiums (90 +2 h 
nach Eiablage) die Hinterhälfte vom Vorderteil „abgetrennt“. 
Verwendet werden nur solche Fälle, in denen ım Vorderteil die 
Pupariumbildung gelingt und wo gleichzeitig das Hinterende am 
Leben geblieben ist, was u.a. aus der persistierenden Herzkontrak- 
tion ersichtlich ist. Als Kontrollen dienen 90 h alte Larven des 
gleichen Geleges, die wie die geschnürten Experimentaltiere ohne 
Futter auf feuchtem Filtrierpapier gehalten werden und sich unter 


1 Ausgeführt mit Unterstützung der Karl Hescheler-Stiftung. 
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diesen Bedingungen auch normal verpuppen. An 45 überlebenden 
Hinterenden wurde festgestellt, dass die einzelnen Spermato- 
genesestadien in larval bleibenden Hinterhälififen 
nahezu gleichzeitig mit den entsprechenden Phasen 





ABB 1a. 


Lebendaufnahme (Phasenkontrast) einer flach gequetschten Cyste. Die 

Kerne (K) der 16 Auxocyten mit kompaktem Nukleolus (N) treten scharf 

hervor, während die Zellgrenzen nicht erhalten sind. C = ,,Cystenmembran“. 
Vergr. 1500x. 


ABB. ID. 


Lebendaufnahme (wie Abb. 1a). Meiosestadien mit Kern (K) und Mitochon- 
drien (M), daneben noch Spermatocyten (S) in der Prophase der RT I. 
Vergr. 1500 X. 


in Normalkontrollen erreicht werden. Diese Aussage 
stützt sich auf den Zustand von Hoden, die 12, 18, 24, 27, 30 und 36h 
nach der Puparisierung der Kontrollen untersucht und mit diesen 
verglichen wurden. Somit verläuft die Spermatogenese im larvalen 
Hoden unabhängig vom Metamorphosevorgang und nach einem 
vollig autonomen und normalen Zeitplan. Eine hormo- 
nale Förderung der Spermiogenese durch das Ringdrüsensystem, 
wie sie M. Voor (1943) postuliert, ist somit nach unseren Befunden 
nicht notwendig. 
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Andererseits erscheint in abgeschnürten Hinterenden die 
Vermehrung der Spermatogonien eingestellt, und ebenso unter- 
bleibt die Ausfärbung der Hodenhülle. Über die Pterinbildung wird 
auf S. 586 f. berichtet. 


d) Entwicklung in überlebenden Hungerlarven. In extrem über- 
völkerten Kulturen unterbleibt die Pupariumbildung. In 20 Larven. 
die am 7. Zuchttage (d.h. 3 Tage nachdem die Kontrollen sich 
verpuppt hatten) untersucht wurden. fanden sıch in den Hoden 
von 18 Individuen einzelne Cysten mit Meiose- und Spermio- 
genesestadien. In einigen Fällen wurden auch reife Spermien 
festgestellt. 


e) Spermatogenese in vitro. In einem Medium, das unser Gast 
Dr. Robert DeEHaan? entwickelt hat (unveröffentlicht). wurden 
90 +2 h alte Larvalhoden kultiviert. Nach 30 h wurden in einigen 
Fällen Meiose- und Spermiogenesestadien beobachtet. 


f) Autonomie der Spermatogenese im Adultmilieu. Nach den 
Befunden von Haporx (1964) verharren die larvalen Primordien 
der Imaginalscheiben während Monaten und Jahren dauernd 1m 
undifferenzierten Zustand, wenn sie unter Umgehung der Metamor- 
phose ım Abdomen adulter Fliegen kultiviert wurden. Dagegen 
konnte bereits BovEnstEın (1947) für Drosophila virilis zeigen. 
dass in Larvalhoden, die in Adultwirte versetzt wurden, die Sperma- 
togenese vollendet wird. Wir untersuchten nun an einem grossen 
Material den genauen Zeitplan dieser autonom ablaufenden Vor- 
gänge. Der Befund ist eindeutig: In Hoden, die aus einer 96 h alten 
Larve stammen, und die in das Abdomen frisch geschlüpfter 
Imagines implantiert wurden, setzt die Meiose und die Sper- 
miogenese zum gleichen Zeitpunkt ein wie in situ. 
d.h. wie in metamorphosierenden Kontrollen. Ein Endstadium 
dieser Leistung ist in Abb. 2 dargestellt. Wie erwartet, verändert 
sich allerdings die Form des frei in der Haemolymphe flottierenden 
Implantatshodens nicht; er bleibt ovoid, während ein Kontroll- 
hoden, der sich an das Vas efferens heftet, die adulte Spiralform 
erreicht (vergl. STERN u. Haporn 1938). 


1 Wir danken Herrn Dr. DeHaan (Carnegie Institution of Washington, 
Department of Embryology) für seine Mithilfe und für die Erlaubnis zur 
Mitteilung des unveröffentlichten Befundes. 
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ABB. 2. 


Vergleich eines Kontrollhodens (a) aus einer 96 h Puppe mit einem Larval- 
hoden (b), nach 96 h Kultur in einem Abdomen eines Adultweibchens. G = 
Spermatogonien, C = Spermatocyten, T = Spermatiden, D = Spermiodesmen 
(Schwänze), K = Spermaköpfe. 
Veran 210 


Wie in abgeschnürten Larvalhälften unterbleibt auch im 
Adultmilieu die Pigmentierung der Hodenhülle. Dieser Vorgang 
ist daher im Gegensatz zur Spermatogenese an die Metamorphose 
des umgebenden Humoralmilieus gebunden (S. 585). 


2. DIE PTERINBILDUNG 


a) Das Problem. Nach HAporn und MircnELLz (1951) treten bei 
Drosophila verschiedene fluoreszierende Pterine erst im Verlaufe der 
Metamorphose in grösseren Mengen auf. Wir berücksichtigen im 
folgenden lediglich das Isoxanthopterin. Diese Verbindung 
kommt in der Larve nur in geringen Quantitäten vor; sie erreicht 
eine hohe Konzentration erst in der zweiten Hälfte der Pupalzeit 


AUTONOMIE IN DER HODENENTWICKLUNG 587 


(vergl. auch Hanpscuin 1961). Dabei akkumulieren die Männchen 
rund fünfmal mehr Isoxanthopterin als die Weibchen. Dieser 
Geschlechtsunterschied beruht vor allem auf einem sehr hohen 
Gehalt, der sich ın den reifenden Hoden einstellt. Da ım voraus- 
gehenden Teil dieser Mitteilung gezeigt wurde, dass die Keimzell- 
reifung und Differenzierung im Hoden autonom abläuft, interessiert 
uns nun die Frage, ob eine entsprechende Unabhängigkeit auch für 
das Isoxanthopterin des Hodens nachzuweisen ist. Wir berichten 
nachfolgend sowohl über die Verhältnisse in abgeschnürten Larval- 
hälften wie über Befunde an Hoden, die sich ohne „Metamorphose- 
Erlebnis“ im Adultabdomen weiblicher oder männlicher Wirte 
differenzieren. 


b) /soxanthopterinbildung ın abgeschnürten Larvalhälften. Wie- 
derum werden Larven des 3. Stadiums, diesmal im Alter von 96 h 
geschnürt. Je in Abständen von 10 oder 14 Stunden werden sowohl 
die überlebenden und äusserlich larval bleibenden Hinterhälften, 
wie die puparisierten Vorderhälften in toto auf Chromatographie- 
papier aufgetragen. Für ein Chromatogramm benutzen wir je zwei 
Hälften. Nach der Entwicklung wird die Stoffmenge des Isoxantho- 
pterinflecks direkt aus der Fluoreszenzintensität am getrockneten 
Papier ermittelt. Als Kontrollen dienen Vorder- und Hinterhälften 
normal sich entwickelnder Larven und metamorphosierender 
Puppen. Diese Individuen werden unmittelbar vor dem Auftragen 
auf das Papier durchschnitten. Die Ergebnisse sind in Abb. 3 
dargestellt.‘ » 

Zunächst stellen wir zu unserer Überraschung fest, dass in 
den larval bleibenden Hinterhälften die Isoxanthopterinmenge im 
Verlaufe von 3 Tagen im gleichen Ausmass ansteigt wie im Hinter- 
teil metamorphosierender Kontrollen. Am 4. und 5. Tage nach dem 
Schnüren finden wir dann allerdings in den Larvalhälften geringere 
Mengen des Pterins. Offenbar machen sich hier prämortale Abbau- 
prozesse geltend. Die Vorderhäiften enthalten stets viel weniger 
Isoxanthopterin als die gleich grossen Hinterhälften. Aber auch 
hier zeigen die abgeschnürten Larvalhälften einen Anstieg, der 
annähernd der Stoffzunahme in metamorphosierten Kontrollen 
entspricht. 


1 Wir danken Frl. Dr. Regula Gloor herzlich für die Mithilfe bei diesem 
Teil der Untersuchung. 
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598 
Die Chemogenese des Isoxanthopterins verläuft 
somit unabhängig von einer mit der Metamorphose 


einsetzenden Histogenese und Morphogenese. 
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ABB. 3. 
Isoxanthopterinmengen (Ix) in willkürlichen Einheiten (Ordinate) zu verschie- 


denen Zeiten in Stunden nach Eiablage (h, Abszisse). H = abgeschnürte 
Ilinterhälften (gefüllte Kreise oben) und V = abgeschnürte Vorderhälften 


(gefüllte Kreise unten). Die entsprechenden Kontrollwerte sind mit offenen 
Kreisen und unterbrochener Kurve angegeben. Kurvenpunkte bezeichnen 


Mittelwerte aus Messungen an je 5-7 Individuen. 
Da das 


c) Organspezifisches Auftreten des Isoxanthopterins. 
untersuchte Pterin in der Normalentwicklung in höchster Konzen- 


tration in den Hoden anzutreffen ist, untersuchten wir sowohl die 
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Hoden wie auch andere Organe aus solchen abgeschnürten Hinter- 
hälften, die bereits grössere Mengen des Stoffes gebildet hatten. 
Diesmal wurden je 4 Hoden auf einen Flächenpunkt des Chromato- 
gramms aufgetragen. In total 29 Chromatogrammen, für welche 
Hoden je nach 12, 24, 36, 48 und 60 h nach der Schnürung ver- 
wendet wurden, fanden wir nirgends eine Spur von Isoxanthopterin. 
Damit steht fest, dass der Hoden in einer nicht metamorphosierten 
Hinterhälfte zwar die Spermatogenese autonom vollenden kann, 
dass er aber ohne ,,Metamorphose-Erlebnis“ weder fähig ist, 
Isoxanthopterin zu bilden, noch diesen Stoff aus der Umgebung 
aufzunehmen. Das in larvalen Hinterhälften nachgewiesene Iso- 
xanthopterin wurde dagegen ın folgenden Organen angetroffen: 
wenig in den Malpighischen Gefässen, mehr in den Darmzellen und 
die grösste Menge im larvalen Fettkörper. 


d) Larvalhoden im Adultmilieu. Werden Hoden des 3. Larven- 
stadiums direkt unter Umgehung der Metamorphose in imaginale 
Abdomina versetzt, so vollenden sie, wie auf S. 585 berichtet wurde, 
die Spermatogenese. In keinem Falle aber konnte chromato- 
graphisch in solchen Implantatshoden Isoxanthopterin nach- 
gewiesen werden. Wiederum ist das Durchlaufen einer 
Metamorphose die Vorbedingung für das Auftreten 
dieses „Hodenstoffes“. Gleiches gilt auch für Riboflavin 
und andere Pterine, die normalerweise im Adulthoden anzutreffen 
sind. 


3. DISKUSSION 


Wir kennen jetzt eine Gruppe von Entwicklungsvorgängen, die 
unabhängig von den Metamorphoseprozessen ablaufen. Eine solche 
autonome Ontogenese ist nachgewiesen für die Spermatogenese und 
für die Pterinogenese. Dass auch eine Chemogenese, die normaler- 
weise simultan mit der imaginalen Morpho- und Histogenese 
abläuft, mit diesen Vorgängen nicht kausal verknüpft ist, verdient 
als Beispiel einer Dissoziation von zeitlich korre- 
lierten Entwicklungsablaufen ein besonderes Interesse. 

Das Fehlen von Isoxanthopterin in den sich autonom differen- 
zierenden Hoden wird auf Grund folgender Befunde verständlich: 


a) Die Hoden verhalten sich auch in der Normalentwicklung 
inbezug auf die Isoxanthopterinbildung nicht autonom. Mit 
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Transplantationsexperimenten konnten Haporn, GRAF und URs- 
PRUNG (1958) zeigen, dass die Isoxanthopterinmenge eines Hodens 
ein Phän darstellt, das nicht durch die zelleigene Genkonstitution 
sondern ausschliesslich durch den Genotypus der Umgebung 
bestimmt wird. 


b) Es ist überdies ausgeschlossen, dass ein Hoden selbst Iso- 
xanthopterin herstellen kann, da ihm die Xanthindehydrogenase 
fehlt (Ursprung und Haporn 1961, Munz 1964). Dieses Enzym 
oxydiert das 2-Amino-6-Oxypteridin zu Isoxanthopterin. 


c) Wir haben festgestellt, dass das Isoxanthopterin des Hodens 
ausschliesslich in den Hüllzellen lokalisiert ist. Somit ist es nicht 
verwunderlich, dass eine fortschreitende Spermatogenese nicht 
notwendig mit einer Pterinbildung zeitlich korreliert ist. 


d) Die Hodenhüllen bleiben sowohl ın abgeschnürten Hinter- 
hälften als auch bei Larvalimplantaten im Adultmilieu unpigmen- 
tiert larval. Neben dem Isoxanthopterin fehlen dann auch andere 
Hodenstoffe, wie das gelbe Sepiapterin und das Riboflavin. 


e) Die Metamorphose ist die Voraussetzung für das Auftreten 
von Isoxanthopterin in der Hodenhülle. Nur solche Hüllzellen 
können das in ihrer Umgebung vorhandene Isoxanthopterin auf- 
nehmen, in denen die Umwandlung zum imaginalen Funktions- 
zustand vollzogen ist. 


RESUME 


Chez Drosophila melanogaster les stades de la spermatogenese, 
dans les abdomens larvaires isolés par une lgature, procedent 
au méme rythme que chez les contröles qui subissent la méta- 
morphose. Il en est de même pour les testicules larvaires implantés 
chez des adultes. Contrairement aux cellules sexuelles, les cellules 
somatiques de Venveloppe testiculaire n’atteignent la structure 
et les caractéristiques chimiques de l’adulte que dans un milieu 
subissant la métamorphose. Dans les abdomens isolés qui survivent, 
l’isoxanthoptérine se forme comme chez les contrôles qui se méta- 
morphosent (dissociation de la chimiogenese d’une part, de la 
morphogénèse et de Vhistogénése d'autre part). Les cellules de 
l'enveloppe testiculaire qui n’ont pas subi la métamorphose sont 
inaptes à collecter Pisoxanthoptérine de leur entourage. 
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SUMMARY 


In Drosophila melanogaster the stages of spermatogenesis in 
larval abdomens isolated by a ligature, proceed at the same rhythm 
as in the controls which undergo metamorphosis. This is also the 
case when larval testes are implanted into adults. In contrast to 
the sexual cells, the somatic cells of the envelope of the testis are 
only able to reach the structure and chemical characteristics of 
the adult in a medium which undergoes metamorphosis. In isolated 
abdomens that survive, isoxanthopterin is formed as in the controls 
which undergo metamorphosis (dissociation of chemiogenesis from 
morpho- and histogenesis). The cells belonging to the testicular 
envelope which have not been subject to metamorphosis, are 
unable to accumulate isoxanthopterin from their surroundings. 
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N° 50. G. de Haller, Genève. — Alteration expérimen- 
tale de la stomatogenése chez Paramecium aurelia. 
(Avec 1 figure dans le texte et 1 planche.) 1 


Institut de Zoologie de l’Université, Genève. 


INTRODUCTION 


La notion de l’autonomie genetique des organelles corticales 
chez les Ciliés (CHatton, Lworr, Lworr et Monop 1931a) s’est 
vue renforcée par l’hypothése que le centrosome, d’ultrastructure 
identique à celle des corpuscules infraciliaires, ou cinétosomes, se 
multiplie de maniére autonome. L’idée que non seulement les 
cinétosomes, mais toutes les composantes du cortex (trichocystes, 
pores des vacuoles pulsatiles, cytoprocte, pharynx) se multiplient 
par autoreproduction, acquiert de plus de plus de créance. De 
nombreux auteurs pensent que la morphogenése méme de la cellule 
est dirigée chez les Ciliés par les structures morphologiques pre- 
existantes et non par l’information génétique du noyau. Le cas des 
« doublets » chez P. aurelia, cité par SONNEBORN et Drpprtt (1960, 
1961, 1962) à l’appui de cette théorie, en est un exemple. 

Des recherches recentes ont montre que chez P. bursaria, les 
trichocystes ne se reproduisent pas par division, mais par formation 
de novo sans relation avec les éléments similaires preexistants. Il 
en est probablement de même des cinétosomes (EHRET et POWERS 
1959, Euret et De HALLER 1961, 1963). La comparaison des ciné- 
tosomes avec le centrosome doit d’ailleurs être faite avec circons- 
pection, car on ne trouve jamais de jeune cinétosome placé à angle 


I Travail effectué grace à une bourse de l’Académie Suisse des Sciences 
médicales. 
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